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RESUMO 


Introdução: a aspergilose invasiva (IA) é uma infecção fúngica grave causada por 
espécies do gênero Aspergillus e acomete principalmente pacientes leucêmicos, 
diabéticos e aqueles receptores de transplante de células-tronco, que apresentem 
neutropenia. Os esporos dos fungos que colonizam o epitélio pulmonar podem invadir 
as células endoteliais de revestimento e o acesso vascular e, assim, disseminar-se para 
outros órgãos através do sangue. À elevada mortalidade da doença está relacionada à 
imunossupressão grave, à rápida progressão da infecção e, principalmente, à ausência 
de um diagnóstico precoce e eficiente. Portanto, o diagnóstico na fase inicial da infec- 
ção é adequado, proporcionando uma terapia mais eficaz, o que pode reduzir a taxa 
de mortalidade da doença. Objetivo: o presente estudo teve em vista avaliar a aplicabi- 
lidade da técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR) no auxílio do diagnóstico 
de Al, em comparação com os resultados gerados pelo ensaio imunoenzimático de 
galactomanana (EIA-GMQ), este já validado comercialmente. Métodos: foram analisa- 
das 245 amostras de pacientes tratados no hospital Santa Casa de Belo Horizonte. Entre 
essas amostras, 16% (N = 39) foram positivos nos testes EIA-GMO. Em seguida, essas 39 
amostras positivas foram analisadas pela técnica de PCR. Resultados: de acordo com 
os resultados, a técnica de PCR apresentou taxa de 97,44% de sensibilidade, 97,96% de 
acurácia e 100% de especificidade, quando comparada ao método EIA-GMQ. Conclu- 
são: a técnica de PCR pode auxiliar no diagnóstico da Al, sempre associando os seus 
resultados à clinica do paciente e aos testes de imunoensaios. 


Palavras-chave: Aspergilose Pulmonar Invasiva/diagnóstico; Aspergillus; Técnicas Imu- 
noenzimáticas; Reação em Cadeia da Polimerase. 


ABSTRACT 


Introduction: invasive aspergillosis (A!) is a serious fungal infection caused by species of 
the genus Aspergillus that primarily affects leukemic and diabetic patients and those re- 
cipients of stem cell transplants, which have neutropenia. The fungi spores that colonize 
the lung epithelium may invade the endothelial cell lining and vascular access and thus, 
spread to other organs through the blood. The high mortality of the disease is related to 
severe immunosuppression, rapid infection progression, and especially lack ofan early 
and efficient diagnosis. Therefore, the diagnosis in the initial infection phase is beneficial, 
providing a more effective therapy that can reduce the disease's mortality rate. Objective: 
this study aimed at evaluating the applicability of the polymerase chain reaction (PCR) 
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in assisting the diagnosis of Al compared to the results 
generated by galactomannan enzyme immunoassay 
(EIA-GMB) that is already commercially validated. 
Methods: 245 samples from patients treated in the Santa 
Casa de Belo Horizonte hospital were analyzed. Among 
these samples, 16% (N = 39) were positive in EIA-GMQ 
tests. Subsequently, these 39 positive samples were ana- 
lyzed by PCR. Results: According to the results, the PCR 
technique showed 97.44% sensitivity, 97.96% accuracy, 
and 100% specificity compared to EIA-GMB. Conclu- 
sion: the PCR technique may aid in the diagnosis of Al, 
always associating the results to the patient's clinical 
and immunoassay tests.. 


Key words: Invasive Pulmonary Aspergillosis; Aspergillus; 
Immunoenzyme Techniques; Polymerase Chain Reaction. 


INTRODUÇÃO 


A aspergilose invasiva (Al) é causada por espé- 
cies de fungos filamentosos, do gênero Aspergillus. 
A infecção se dá pela inalação de conídios que se 
alojam no pulmão, podendo invadir o revestimento 
de células endoteliais e disseminar-se para outros ór- 
gãos através da corrente sanguínea.! 

De acordo com alguns estudos já publicados, a taxa 
de mortalidade da doença variou de 40 a 90%.!º Essas 
variações podem ocorrer devido ao regime de trata- 
mento aplicado e a alguns fatores de interação entre o 
hospedeiro e o fungo, tais como o estado imunológico 
do paciente, a virulência da cepa infectante e aos pro- 
cessos que contribuem para a patogênese da doença.!º 
A doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC) avan- 
çada, assim como o uso prolongado de corticosteroi- 
des, também está associada ao alto risco de Al.” 

Os pacientes pediátricos que apresentam câncer, 
particularmente aqueles com malignidades hemato- 
lógicas, têm alto risco de desenvolver a Al. Nesses 
pacientes, a taxa de mortalidade é de 80 a 90%.? 

A alta taxa de mortalidade da Al também está re- 
lacionada às dificuldades de se obter um diagnóstico 
precoce da doença.” O diagnóstico tem sido rara- 
mente estabelecido durante a fase inicial da infecção, 
em que o paciente tem baixa carga fúngica e quando a 
terapia seria mais eficaz.” Diversos estudos têm adver- 
tido que a sobrevivência pode ser aumentada por diag- 
nóstico precoce, seguido de tratamento imediato.*1.l! 

Considerando-se a falta de certeza do diagnósti- 
co e a alta taxa de mortalidade associada à doença, 
o emprego da terapia antifúngica empírica tem sido 
defendido, em particular, para pacientes neutropêni- 
cos, que manifestam febre e que não respondem aos 
antimicrobianos de amplo espectro.?*!º.!2 No entanto, 


essa recomendação ainda não é seguramente valida- 
da e, quase inevitavelmente, resultam em tratamento 
excessivo, toxicidade, custos adicionais e alterações 
da ecologia microbiana.” 

Desenvolver novos métodos que auxiliem no diag- 
nóstico da Al se faz necessário, pois os métodos mi- 
cológicos tradicionais, como a cultura e a identifica- 
ção microscópica das espécies fúngicas, costumam 
ser demorados.?> A obtenção de material de amostra 
utilizando procedimentos invasivos pode ser difícil, 
principalmente em pacientes pediátricos e, ainda, a 
cultura de sangue não é útil para detecção de Asper- 
gillus spp.” Dessa forma, o diagnóstico pode ser apri- 
morado a partir da detecção do açúcar galactomana- 
na (GM) na circulação sanguínea do paciente.25! 

O ensaio imunoenzimático de detecção de galac- 
tomanana (EIA-GMº), um polissacarídeo da parede 
celular de Aspergillus que pode estar presente no 
soro e em outros fluidos biológicos do paciente com 
Al, tem excelente valor preditivo negativo e é capaz 
de excluir essa doença com alta probabilidade.” 
Sua alta sensibilidade possibilita que o diagnóstico 
da doença possa ser definido antes mesmo que ela 
se manifeste clinicamente. 

O EIA-GMº (PlateliaºAspersilus Bjo-RadLaborato- 
ries, França) é um teste já comercializado e tem sido 
amplamente utilizado em todo o mundo como diag- 
nóstico preditivo de Al em pacientes imunocompro- 
metidos.!2!415 Estudo demonstrou sensibilidade de 
65,7% e intervalo de confiança de 95% e concluiu que 
a GM na circulação é preditiva de Al na maioria dos 
pacientes oncológicos pediátricos e que o teste de 
GM antigenemia pode preceder a evidência clínica, 
microbiológica ou radiográfica de AL! 

Na Europa, o teste foi introduzido na década de 
1990 e a FoodandDrug Administration (FDA) aprovou 
nos EUA em 2003. O teste é realizado em etapas se- 
quenciais, podendo ser finalizado em cerca de quatro 
horas, fornecendo um resultado numérico que pode 
ser agrupado em negativo ou positivo. A amostragem 
em série deve ser realizada pelo menos duas vezes 
por semana, enquanto os riscos persistirem. 21419 

As técnicas de biologia molecular também têm 
grande potencial no auxílio de diagnóstico da Al. À 
reação em cadeia da polimerase (PCR) é um método 
de diagnóstico alternativo, pouco invasivo e tem sido 
cada vez mais utilizada no diagnóstico de micoses sis- 
têmicas.?? Esse método é uma importante ferramen- 
ta, uma vez que pode detectar o DNA circulante do 
agente causal quando em níveis baixíssimos, chegan- 


Rev Med Minas Gerais 2015; 25(3): 393-399 


394 


Diagnóstico da aspergilose invasiva: Aplicação das Técnicas de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) e Ensaio Imunoenzimático ... 


395 


do a picogramas/mL de DNA em amostra clínica. 
Estudos que demonstram a viabilidade da PCR para 
o diagnóstico de Al por detecção de DNA do Asper- 
gillus no sangue têm demonstrado sensibilidade de 36 
a 98% e especificidade de 72 a 100%.222 Em outras 
pesquisa, a PCR demonstrou-se menos sensível que 
a detecção EIA-GMº, 45 versus 93%, respectivamen- 
te,!82426 sugerindo a combinação desses dois testes 
(EIA-GMº e PCR) para alcançar um diagnóstico rápi- 
do em pacientes neutropênicos, imunossuprimidos.? 

O presente trabalho teve como meta avaliar a 
aplicação da técnica de PCR como auxílio no diag- 
nóstico da Al, comparando os seus resultados com o 
imunoenzimático EIA-GMº, que já é um teste valida- 
do comercialmente e amplamente utilizado. 


METODOLOGIA 


Amostras biológicas 


Foram coletadas 245 amostras de sangue perifé- 
rico de pacientes com suspeita de Al, atendidos no 
Hospital Santa Casa de Misericórdia de Belo Horizon- 
te (HSCMBH), durante os meses de março de 2012 a 
março de 2014. 

Todas as amostras foram analisadas pelo método de 
ensaio imunoenzimático de detecção de galactomana- 
na EIA-GMº e, em seguida, as amostras positivas foram 
submetidas à reação em cadeia da polimerase (PCR). 

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética e Pes- 
quisa (CEP) do HSCMBH (protocolo: 099/2011). 


Platelia Aspergillus imunoensaio (EIA-GMº) 


Foi utilizado o Rit EIA-GMº para a detecção de GM 
circulante no sangue do paciente e o método foi reali- 
zado de acordo com o manual nele contido. 


Extração de DNA de sangue total 


As amostras positivas para o teste PlateliaAsper- 
gillusimunoensaios foram analisadas pela reação em 
cadeia da polimerase (PCR), a fim de se comparar os 
resultados entre as duas técnicas. Para tal, o DNA foi ex- 
traído de sangue total dos pacientes, utilizando o Ritln- 
vitrogen (EUA), conforme o manual contido no mesmo. 
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Depois de extraído e purificado, o DNA foi dosado 
por espectrofotometria utilizando o aparelho Nanovue 
Plus (GE Healthcare Life Sciences, Suécia) e, indepen- 
dentemente da concentração do DNA purificado, to- 
das as amostras foram diluídas 10 vezes em água ultra- 
pura esterilizada, antes de serem utilizadas nas PCRs. 

A fim de detectar possíveis reações cruzadas 
com as regiões do DNA humano, foi incluído no es- 
tudo um grupo-controle negativo, composto de cinco 
amostras de sangue de pacientes negativos para a Al. 


Nested-PCR 


O DNA extraído de sangue total foi submetido à 
Nested-PCR, que consiste em uma PCR que se realiza 
em dois passos, aumentando, assim, a quantidade do 
produto amplificado e, com isso, a sua melhor visualiza- 
ção em gel de eletroforese. Foram utilizados iniciadores 
direcionados para a região conservada do 185 rDNA de 
fungos dimórficos, sendo eles: o iniciador senso V9G(5"- 
“PTACgTCCCTSCCCTTTETA-3) e o antissenso LS266 
(5'gCATTCCCAAACAACTCgACTE-39.7 Os 
positivos e negativos foram incluídos em todas as PCRs 
realizadas. Foram utilizadas como controle positivo da 
reação duas amostras: uma de DNA de cultura de Asper- 
gillusniger e uma de Aspergillusfumigatus, provenientes 
da coleção de culturas do Laboratório de Micologia da 
Santa Casa de Belo Horizonte. Os tubos contendo ape- 
nas água ultrapura esterilizada em vez de amostras de 
DNA foram usados como controle negativo nas PCRs. 

O produto final da amplificação pelo primeiro passo 
da PCR (PCR-out), que gerou um fragmento de 800 pa- 
res de bases (pB), foi analisado em gel de poliacrilami- 
da a 7% e corado por nitrato de prata a 2%. Para todos os 
ensaios de PCR foram utilizados iniciadores específicos 
para o gene de globina-Ê constitutiva, como um controle 
de qualidade da reação. Para cada PCR, foram utiliza- 
dos os seguintes reagentes: 2 mM MgCI, 200 mMdNTPs; 
0,6 mM de cada iniciador (Sigma, USA); 1 UI Tag DNA 
polymerase Platinum e tampão específico da PCR (In- 
vitrogen, USA); 20 ng de DNA. O programa foi usado da 
seguinte maneira: primeiro passo — cinco minutos 94ºC,; 
segundo passo — 30 segundos 60ºC; terceiro passo — 30 
segundos 72ºC; quarto passo — 30 segundos 94ºC, vá 
para o segundo passo para 40 vezes e, finalmente, últi- 
mo passo: sete minutos 72ºC. 

Em seguida, foi realizado o segundo passo da PCR 
(PCRiin), que utiliza o produto amplificado pela primei- 
ra reação. Para esta etapa todos os produtos amplifi- 
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cados das amostras e controles foram diluídos 1:10 e o 
volume de 1 uL ou 2 uL foi adicionado à PCR, como des- 
crito anteriormente. Os iniciadores utilizados foram os 
iniciadores senso: ITS1 (5-TCCgTAggTgAACCTgsCgg-3" 
e antissenso: ITS4 (5-TCCTCCECTTATTSATATgC-3”.2” 

Esses iniciadores amplificam uma região já am- 
plificada anteriormente na PCR-in, possibilitando 
melhor visualização das bandas. O produto final, um 
fragmento de aproximadamente 600 pB, foi observa- 
do em gel de poliacrilamida a 7%, corado por nitrato 
de prata a 2% (Tabela 1). Para cada gel foi aplicado 
o marcador de peso molecular “100 pB” (marca Lu- 
dwig, Brasil), sempre na primeira canaleta. Em segui- 
da, foi aplicada a mistura de 5 uL de amostra e 5 uL 
de corante tampão de amostra (Promega, USA). 






Tabela 1 - Principais dados epidemiológicos apurados 


Amostras analisadas (unidades) 26 
Masculino (%) 49,00% 
Feminino (%) 51,00% 
Taxa de mortalidade apurada (%) 30,00% 
Idade média (anos) 38 
Tempo médio de internação (meses) 2 
Cor prevalente (conforme classificação do HSCMBH) Parda 
Doença de base prevalente (CID-10) C920 
Média de antimicrobianos utilizados no periodo de internação 8 
Utilização de Voriconazol injetável e/ou comprimido (%) 35,90% 
Utilização de Amoxicilina/Clavulanato e/ou 15,40% 


Piperacilina/Tazobactam — injetáveis (%) 


CID: Classificação Internacional de Doenças; CID C920: leucemia 
mieloide aguda. 


RESULTADOS 


No período de março de 2012 a março de 2014 fo- 
ram analisadas amostras de 245 pacientes atendidos 
nos serviços da Santa Casa de Misericórdia de Belo 
Horizonte, entre estes, 16% (N=39) foram positivos no 
ensaio imunoenzimático (EIA-GMº). 

Os dados epidemiológicos e sobre a utilização de 
antimicrobianos desses pacientes positivos, contidos 
no sistema informatizado do hospital, foram forneci- 
dos pela Comissão de Controle de Infecção Hospitalar 
(CCIH), sendo que 33,3% (N=13) não foram localiza- 
dos. Dessa forma, a análise epidemiológica, compila- 
da na Tabela 1, foi realizada em apenas 26 pacientes. 

Para a comparação entre os resultados gerados 
pela PCR e o ensaio imunoenzimático (EIA-GMº), foi 


realizada uma prova diagnóstica ou de triagem, utili- 
zando o programa Open Source Epidemiologic Statis- 
tics for Public Healthº, disponível no site http://www. 
openepi.com, a fim de se estabelecer os índices de 
sensibilidade, especificidade e acurácia (precisão) 
da técnica de Nested-PCR, comparada ao teste de 
detecção de EIA-GMº. 

A sensibilidade da Nested-PCR calculada foi de 
97,44%, com precisão de 97,96 e 100% de especifici- 
dade (Tabela 2). 


Tabela 2 - Análise do desempenho do teste Nested- 
-PCR comparada ao teste imunoenzimático EIA-GMº, 
utilizando o programa Open Source Epidemiologic 
Statistics for Public Healthº (http://www.openepi.com) 





Positivo 38 0 
Nested-PCR 
Negativo 1 5; 
Total 39 5 
100% 97,44% 97,73% 100% 83,33% 
DISCUSSAO 


De acordo com as análises dos prontuários, ob- 
servou-se que a maioria dos pacientes era do sexo 
feminino (51,0%), com média de idade de 38 anos. 
Em relação à cor, a maioria era parda e a doença de 
base predominante foi a leucemia mieloide aguda. 

O doente leucêmico já apresenta quadro de imu- 
nossupressão e, ao ser hospitalizado, é ainda expos- 
to a agentes patógenos, seja pelo ambiente hospitalar 
ou pelas próprias práticas terapêuticas, imprescin- 
díveis para sua recuperação, como, por exemplo, a 
utilização de um acesso venoso para administração 
dos fármacos. Sendo assim, o doente está sob alto ris- 
co de contrair Al e cerca de 80% dos pacientes com 
leucemia manifestam complicações infecciosas em 
algum ponto durante o curso da doença. Dessa for- 
ma, torna-se importante adotar medidas preventivas, 
com o diagnóstico precoce da Al nesses pacientes. 

Quanto à permanência hospitalar, observou-se 
que o tempo médio de internação foi de dois me- 
ses. A propósito do tratamento terapêutico utilizado 
pelos pacientes hospitalizados com leucemia, nove 
(35%) utilizavam voriconazol injetável e/ou com- 
primido como tratamento base desse tipo de neo- 
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plasia. Apenas quatro pacientes (15,4%) utilizavam 
amoxicilina/clavulanato e/ou piperacilina/tazobac- 
tam — injetáveis. Outros 13 (50%) se submeteram ou- 
tro tratamento terapêutico. 

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, 
a técnica de Nested-PCR apresentou taxa de 97,44% de 
sensibilidade, 97,96% de acurácia e 100% de especifi- 
cidade, quando comparada ao método EIA-GMB. 

Em estudo realizado por Martín-Rabadánet al, 
o teste de galactomanana EIA-GMº apresentou sen- 
sibilidade de 78% (61-89%) e especificidade de 81% 
(72-88%), utilizando um índice de densidade óptica 
de GM (GMD de 0,5 ng/mL como ponto de corte. 
Dessa forma, fica demonstrando que a triagem no 
sangue do genoma do Aspergillusspp, pelo ensaio 
Nested-PCR, pode ser mais sensível, auxiliando no 
diagnóstico precoce da Al em pacientes com sus- 
peita de Al. No presente estudo, os iniciadores (pri- 
mers) empregados nas PCRs foram específicos para 
o gênero Aspergillus, o que torna a técnica altamente 
específica. Porém, o valor de diagnóstico baseado 
somente nos resultados gerados pela técnica de PCR 
ainda é um tema em debate. 

Ainda de acordo com Martín-Rabadánet al, as situ- 
ações de falso-positivo para o teste de galactomanana, 
EIA-GMº, podem ser classificadas em quatro grupos: 
= reação cruzada com infecção por outros fungos; 
= administração intravenosa de produtos deriva- 

dos de fungos como antibióticos betalactâmicos 

ou gluconato presente em soluções de eletrólitos 
para hidratação; 
= descuido com as amostras no laboratório pós- 

-extração; 
= absorção entérica de substância contendo GM ou 

antígenos bacterianos (estes têm sido propostos, 

mas não comprovados). 


Além disso, diferentes estudos demonstram que 
também podem ocorrer resultados falso-positivos em 
pacientes acometidos por outras micoses sistêmicas, 
pois o epitopo detectado pelo anticorpo monoclo- 
nal utilizado no teste Platelia EIA-GMº está contido 
também em outros antígenos e em algumas espécies 
fúngicas semelhantes, sendo elas: 
= gêneros: Paecilomyces, Alternaria, Trychophyton, 

Botrytis, Wallemia, Cladosporium, Geotrichum, Tri- 

chothecium, Myceliophthora, Blastomyces e Fusariu- 

me infecções causadas por Neosartoria;'»16.11,2329-51 
= espécies: Paracoccidioides brasiliensis, Histoplas- 
macapsulatum, Cryptococcusneoformans e Cryp- 
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tococcusgattii, Geotrichumcapitatum, Penicillium- 
marneffei 52º 


A alta taxa de mortalidade da doença em popula- 
ções de alto risco reflete, em parte, a dificuldade de se 
estabelecer diagnóstico confiável no início da doença, 
sendo a identificação rápida e precisa necessária para 
o manejo clínico bem-sucedido da infecção.»! No 
presente estudo, encontrou-se taxa de mortalidade de 
30% entre os pacientes positivos para EIA-GM, porta- 
dores de Al, atendidos no Hospital Santa Casa de Belo 
Horizonte. Devido à baixa taxa de mortalidade entre 
os pacientes portadores de Al nesse hospital, quando 
comparada aos demais estudos já publicados até o 
momento, pode-se inferir a importância da estrutura- 
ção dos serviços hospitalares públicos e privados para 
a medida sequencial dos níveis séricos da galactoma- 
nana e os benefícios clínicos para os pacientes com a 
realização do diagnóstico provável precoce para Al. 
A análise dos dados coletados reforça os achados por 
outros autores, sugerindo que a triagem prospectiva 
para a GM pode preceder a evidência clínica, micro- 
biológica ou radiográfica de Al, permitindo, assim, o 
diagnóstico precoce entre oito e nove dias.>!14 

A possibilidade de detectar com rapidez o an- 
tígeno GM nos soros dos pacientes ou de detectar 
o genoma do fungo no sangue periférico total é de 
grande importância no diagnóstico precoce e rápido 
da Ale, portanto, para a eficaz intervenção terapêu- 
tica. Entretanto, os resultados gerados por esses mar- 
cadores precisam estar associados aos parâmetros 
laboratoriais e clínicos. 

Os resultados da Nested-PCR são significativos e 
indicam um caminho para a utilização rotineira da 
técnica. Contudo, são necessários maiores estudos 
utilizando um número amostral mais representativo 
da população de prevalência/incidência, para a 
validação desse método como diagnóstico efetivo, 
assim como testar a sua reprodutibilidade. Embora 
possa ser considerada uma amostra relativamente 
pequena, o presente estudo apresentou resultados 
relevantes e concordantes com outros já publicados, 
evidenciando que essa técnica pode contribuir para 
a tomada de decisões do corpo clínico perante a 
situação atual da Al.ºº:32 

Novaretti et al.º! também demonstram que o teste 
de PCR-Nested tem considerável potencial clínico para 
o diagnóstico precoce de Al. Esta pesquisa teve como 
objetivo padronizar a Nested-PCR para detecção de 
Aspergillusspp em 23 indivíduos hemato-oncológicos. 
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Dos indivíduos avaliados, seis (21,7%) apresentaram 
resultados de Nested-PCR positivos para Aspergillus, 
cinco deles com comprometimento pulmonar. Numa 
das amostras com resultado positivo no PCR, não 
pôde ser observada evidência clínica de infecção por 
Aspergillus. A sensibilidade e especificidade desse tes- 
te foram de 100 e 94,4%, respectivamente. 

A Nested-PCR tem confirmado ser uma ferramen- 
ta de diagnóstico muito sensível para a detecção de 
microrganismos em diversas amostras biológicas, in- 
cluindo os fungos, uma vez que o uso de duas etapas 
na PCR aumenta a sensibilidade do método. Entretan- 
to, tem a limitação de facilitar a ocorrência de uma 
possível contaminação com conídios ubíquos ou co- 
amplificação com DNA humano, pois aumenta tam- 
bém a probabilidade de contaminação com outros 
genomas. Por isso, é imprescindível testar controles 
negativos (DNA humano e água ultrapura) em cada 
PCR, assim como foi executado neste trabalho. 

Este estudo contribui para o esclarecimento da 
situação da aspergilose invasiva, que vem preocu- 
pando médicos e cientistas, inclusive dos países 
desenvolvidos, que mesmo com tantos avanços na 
Medicina têm se deparado com a problemática das 
micoses sistêmicas. A aplicação desta pesquisa pro- 
porcionará avanços no diagnóstico e tratamento das 
micoses sistêmicas tanto nos serviços públicos quan- 
to privados de saúde. 
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